





















































































。。'：′成に必 であり＿その舎三2．ＫｒＩ 割邑に内呼Ilf ｚ△月置Ｚ
ることができる
ｚｍＧｍＺ機能解析の結果は、小割球の役割⑨にはmicrolだけでは不十分であり、別の
因子が非骨片中胚葉誘導に関わっている可能性を強く示唆している。その因子は１６細胞期の小
割球で発現している遺伝子である可能性が高く、その条件を満たす遺伝子のひとつに
』益zZnpeHike(IiM)があった｡Howardetal.(2001)は､核β-cateninの標的遺伝子として５h,１ｍ
を単離した。その発現は１６細胞期の小割球に始まり、大割球子孫細胞へと移行していく。彼ら
はMASＯによるノックダウン胚においてｒＭＣは正常に移入するのに対して、原腸形成が遅れ
ることから、Ｓｐｎｌが内胚葉形成に関わっていると推論した。しかし、Howardらが行った全胚
での機能阻害では原腸形成不全の原因が小割球と大割球のどちら側にあるのかがわからない。
また、原腸形成には内胚葉細胞だけでなく、非骨片中胚葉細胞も関わっている。しかし彼らは
発生の途中までしか観察せず、非骨片中胚葉形成について注意を払っていないため、Krlが内胚
葉形成だけに関与しているのか、あるいは非骨片中胚葉形成にも関与しているのかが不明であ
った。
第２部では、割球再構成実験を用いて助Ｋｎの各割球での機龍を解析し、特に非骨
片中胚葉形成に関与するかを観察した（図３)。（１）まずHowa]ｅｄらの行ったMASＯによる全胚
でのＫｒｌノックダウンを追試した。ノックダウン胚は原腸形成の遅れを示したが、本研究では
その後の発生の観察から、内胚葉よりもむしろ非骨片中胚葉形成が阻害されることを発見した
（図3A①)。また小割球交換実験（図3A②）は、(2)Ｋｄは小割球特異化に必要ではない可能性
を示した。小割球除去実験（図3A④）は、（3>1ｍが大割球の細胞自律的な内中胚葉形成（前特
異化）に必要であることを示した。さらに、この小割球除去胚への正常小割球の再移植は（図
3A③)、（４）大割球が小割球の誘導シグナルを受容してKrl非依存的に内胚葉をつくることがで
きる一方、大部分の非骨片中胚葉形成はＫｒl依存的であることを示した。小割球と大割球間の
相互作用には､Ｄｅ]lta-NbtCh経路が中心的な役割をしている(SherwoodetaL’1999;Sweeteta]L，
2002)。、５１はこの経路の構成要素としてではなく、平行したeffbctorとして非骨片中胚葉形成
を促進すると考えられる（図４)。これらの実験結果は、これまで不明であった1,1の遺伝子調
節ネットワークにおける位置を明らかにするとともに、同じシグナリングが受容側の調節状態
によって異なった分化状態を生み出す、という動物発生に普遍的な現象を例示した。
一方、(1)I、過剰発現は、ＰＭＣ領域を拡大させた（図3B⑤)。（２）このＥＭＣ領域
の拡大はmicrol異所発現を介していた（図3B⑥)。この観察は､小割球においてKrlがmicrol
発現を維持していることを示唆する（図４)。また、(8)I、発現は動物割球に内中胚葉形成能力
を与えるだけでなく、完全なオーガナイザー活性をも与えた(図３B⑦③)。つまりKrlはmicrol
と異なり、動物割球に小割球の役割⑪と②の全てを与えることができた。以上の実験結果から、
microlとＩｃ１の共発現が動物割球に完全な内中胚葉組織を作るのに十分であることが示唆され
た。
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図４小割球特異ｲﾋと内中胚ﾖ嚢形成の分子機構
3.microl造と能の=
microlはＮ末側にｐａｉｒｅｄｔｙｐｅ
ＳＲＳＲ
のホメオドメイン（ＨＤ)、Ｃ末側に２つのＮＨＤ ｉＡｈＢ２鷺醗2…
ehlに似たモチーフを含むSerine~rich２０６０５１２０２９２０２８(蔭idues）
repeaMSR）を持つ転写抑制因子である（図 図smicrolの構造
５)。Paired-1Wpeのホメオドメインはその６０アミノ酸だけで、協力的にホモもしくはヘテロニ
量体を形成することが報告されている（WilsonetaL,1993)。また、ehlモチーフはGrouchLo
を含むco-repressorと結合し、転写抑制にはたらくことが知られている（Copley)2005)。しか
し、これまでにmicrolのどの領域が転写抑制機能に関与しているのかはわかっていない。
最近、Revma-iFDomingoetal（2007）は、小割球特異化がmicrolとＨｅｓＣの二重
抑制メカニズムによって調節されていることを明らかにした。つまり、小割球系譜でのみ活性
化されたmicrolが、ユピキタスな転写抑制因子ｈｅＳＣを抑制することで、下流の小割球特異化
に関わる遺伝子（Z1bzKAIx、Delfa）の活性化をpositiveに調節する（図６)。しかし、実際に
この二重抑制がどのような機構でなされているのかは不明であった。
microl過剰発現は胚の全ての細胞をＩＭＣ表現型
核β-catenin細胞へと運命変更させる（図７B-H)。第３部では、この活性
▼
を指標として、micmpo1の構造と機能の相関関係を調べた。便microl
宜上、microlを７つの領域（Ｎ･ＨＤ･A-SR1-B-SR2-C）に分ＨｅｓＣ
Ｌ一け（図５)、各領域を削除･変異導入した変異型をコート字する A1XTbrDeIta)蝋渥亭
ｍＲＭＬを卵に注入し、その表現型を解析した。その結果、以 上」
骨片形成細胞内中胚葉の誘導下のことが明らかになった。（１）核移行シグナルはＡ領域に への分化
存在する。②ホメオドメインのＤＮＡ結合能力はmicrol図６小割球特異化の分子機構
－９６－
のＰＭＣ化活性に必要である(図71-K)、しかし、二量体化は必ずしも必要ではない。（３）]ＰＭＣ
化活性に十分な最小ユニットは、（NbHD-A-SR1）もしくは（N-HD-B-SR2）（図７L-O)である。
このとき、ＡもしくはＢは、単なるスペーサーとして必要なのではない.（４）最小ユニットの
ＳＲにあるｅｈ－１様モチープに､Grouclkoと相互作用できなくなるような変異を導入すると､ＰＭＣ
化活性が失われた。この観察は、microlがＳＲのehl様モチーフを介してGrouphoと相互作用
し、ｈｅｓＣを抑制することを示唆する。
(5)しかし、２つのＳＲを削除･変異導入 ２４ｈ＿lDeSC-mr--DQ姻一。…蕊畿霧議した変異型でもＰＭＣ化活性だけでなく、
Ⅷ……鶏と蕊iiliiii1iilliiiheSC抑制能力をも保持した(図７P-S)。これにより、ＳＲ以外にも､曲-1/Groucho
とは異なるﾒｶﾆｽﾞﾑ…を抑制マ…Ⅲ蝿驫醗鍾きる領域が存在することが示された。ま 鵬乞霧霧ll1IllIii蟻た、この変異型からＣ領域を削除すると
（Ⅱ卿M…鯛鍵蕊薑ilii:1iiiiiiiiiiiPMC化活性が失われることから、その 鍵蕊ii1iii;iiliil
鍵露領域はＣである可制生が高い(図７ｍＵ)。以上の観察は､microlの転写抑制機構に
SIMとＣ領域を介した２つのメカニズム
ＳＲ変異化削除
(N-HD-A-SR1*-BSR2*）
図７ｍｉｃＭ変異型過剰発現胚の表現型
が存在することを示唆する。
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